; £ f U 6 I I o y 



f fi CD 



f/f?23 



IN 5 ! 



■ INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INP08TRISLLE 



2 2 JUM 2000 



REC'D 2 3 AUG 2000 



WIPO 



PCT 



BREVET D'INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFICIELLE 



3 



Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'lnstitut. 



Fait a Paris, le 2 j JUIN Z000 



PRIORITY DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH 
RULE 17.1(a) OR (b) 



Pour le Directeur general de I'lnstitut 
national de la propriete industrielle 
Le Chef du Departement des brevets 




Martlne PLANCH E 



INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



SIEGE 

26 tw. ntf dfl Saint Pi tarsbourg 
7 5800 PA91S Ceda* 08 
Telephont 01 53 0< 53 04 
01 42 93 59 30 



rrWJSSEMfKT PUBLIC NATIONAL CREI f4R U 101 N* 51-444 CU 19 AMI I 1»S1 



I PU mtnrvr 



MAnOMAk DC 
IMBgilltlLtC 



26 bis. rue de Saint Petersbcurg 
75800 Pans Cede* 08 

Telephone : 01 53 04 53 04 TeWcopie . 01 42 93 59 30 
■ ■ Reserve a J'lNPI — 



BREVET ^INVENTION, CERTIFICAT D'UTIUTE 

Code de la pnipnete intellectuele-livre VI 

REQUETE en deuvrance 

C^n^d^p*« Q 

Crt tnunmb eft « lemsftr i fencrt now cn t*ttre» capiat 



N° 55 -1328 



DATE DE REMISE OES PIECES 2 1 JUIN 1999 

N* O'ENREGISTREMENT NATIONAL 9907831 

0EPARTEMENT DE 0EP6T 75 75 IN PI PAR IS 
°ATE DE 0EP6T £A J||lf/1999 



□ certified (fublite 



n traMfcrmatoan d'une 
debrc 



D 



2 DEMANDS Nature du tfea de propria* MustrMe 
(2 brevet rfinvention D d»™nde ^vmoniMirt 

demands initial* 
! I brevet ^Invention 

Etabfissement du rapport de recherche [J* difttre ^5 unmedlat 

le demand cur, perswwe physique, requiert te paitmem echelon ne de la redevance Q oui 

Trtre de rtnverrtton (200 caracteres maximum) 



1 NOM ET ADRESSE DU DEMANDED OU DU MANDATA1RE 

A QUI LA CORRESPONOANCE DOTT £TRE ADRESSEE 

Cabinet ARMENGAUD AINE 

3 % Avenue Bugeaud 
75116 PARIS 

n'dupouvoir permanent references du correspondant telephone 
D. 59782 01-45-53-05-50 



[j certificat tfutihte o* 



date 



"Moyens pour I 1 identification du locus d'un gene majeur de la resistance au virus 
de la panachure jaune du rlz et leurs applications". 



3 DEMANDED R (S) «• siren 

Norn et prenoms (souligner le nom patronymique) ou denomination 



INSTITUT DE RECHERCHE POUR LE DEVELOPPEMENT (I.R.D.) 



Forme juridique 



NsttonaiM (s> Francaise 
i (s) complete (s) 



Pays 



213 Rue La Fayette 
75480 PARIS CEDEX 10 



FRANCE 



En us dtftsuttunci dt piact, 



4 INVENTEUR (S) Les Inwtteuis sorrt les dernandeurs 



Q oui (J non & la repcrae est nea fownir une designation separte 



5 REDUCTION DU TAUX OES REDEVANCES 



Q rtquhepourle leretet Q rxprise enttdeurernent au deptt ; frndre cop* da la dedrioo tfadrntatan 



6 DECLARATION DE PRKHBTt OU REQUITE DU BENEFICE DE LA DATE DE 0£?0T PUNE DEMANDE ANT^RJEURE 
pays cTofigfra numera dale de depdt 




i - 



antMeurtt a (a present* dcmande n* 



AWES 



8 Signature du demandeur ou du mandataire 

(nom et quant* du tignataire) 
Mandataire : yftiantal PEAUCELLE 
■•92-1189 (J^jQMj^ ^ 



SIGNATURE DU 



LA RECEPTION ' SIGNATURE 

i 



ENREQSTREMENT DE LA DEMANDE A L1NP1 




DOCUMENT COMPORTANT DES MODIFICATIONS 



PAGE(S> OE IA DESCRIPTION OU OES REVINDICATIONS 
OU PLANCH E(S) DE DESSIN 




DATE 
DEU 
CORRESPONDANCE 


TAMPON DATEUR 
OU 

CORRECTED* 


MediR<e(s) 


SuppHm4e{») 




R.M.* 












J P M - 1 6 DEC. 19sF~ 












J P M- 22 MAI ?nn<> 























































































Un changement apporte 4 la redaction des revcndicatwns d'origine. «uf si ceiling decouie des dispositions de Particle R.612-36 
du code de ia fropnete InteHectuefle. est signale par la mention *R.M.« (revindications modifies). 

t » 



1 



Moyens pour 1 1 identification du locus d'un g&ne 
majeur de la resistance au virus de la panachure jaune du 
riz et leurs applications. 

L 1 invention a pour objet des moyens, outils et 
procedes, pour 1 1 identification du locus d'un gSne majeur 
de r§sistance au virus de la panachure jaune du riz (en 
abrSgS RYMV pour Rice Yellow Mottle Virus) . Elle vise 
plus spScialement, en tant qu 1 outils, des marqueurs et 
des amorces PCR et leurs applications a 1 1 etablissement 
de la cartographie physique de la resistance et au 
clonage du g&ne. 

RYMV est un virus endgmique en Afrique.Chez 
quelques rares varietes de I'espdce africaine de riz 
cultivS Oryza glaberrizna, une resistance trSs eievee au 
RYMV a £t£ identififie. Mais comme les hybrides 
interspScifiques entre les deux esp&ces de riz cultiv£es 
sont extremement steriles, les recherches anterieures 
n'ont pas permis de decrire ni de bases g£n€tiques, ni de 
mScanisme de cette resistance. 

Les travaux des inventeurs dans ce doraaine ont 
montre qu'une variete denoramee Gigante, originaire du 
Mozambique et identifiee par l'ADRAO, de l'espdce 
asiatique de riz cultive Oryza sativa, manifestait les 
meroes caracteristiques que celles observees chez O. 
glaberrima. Les inventeurs ont caracterise la resistance 
k RYMV en met tant en evidence qu'elle est li£e Sl un g£ne 



majeur de resistance rScessif et identique che2 les deux 
sources de' resistance consider€e (0« Sativa et O. 
glaberrima) . 

Cette resistance intervient au niveau du 
mouvement de cellule S cellule et se traduit par un 
blocage du virus au niveau des cellules infectees alors 
que la replication du virus est normale. La migration du 
RYMV se fait sous forme d'un complexe nucieoproteique 
associant acide nucieique viral, proteine de la capside 
et proteine de mouvement du virus. Chez la plante, un 
facteur cellulaire, probablement une proteine, contribue 
egalement au dSplacement du virus dans les cellules des 
varietes sensibles. Che^tz les varietes rSsistantes au 
contraire, une mutation de cette proteine ne permet plus 
l f alociation avec le virus et done sa diffusion dans la 
pi ante. 

Compte tenu de ces rSsultats, les inventeurs 
ont elabore une mithode et des outils spicifiques pour 
identifier ce gSne de resistance au RYMV qui code pour 
cette protfiine permettant d 1 assurer le mouvement du virus 
dans la plante. 

L 1 invention a done pour but de fournir un 
precede pour 1 1 identification de marqueurs moieculaires 
du locus de resistance au RYMV* 

Elle vise egalement, en tant que tels, les 
fragments d'ADN tels que rev6ies par ce procede, et 
utilisables en tant que marqueurs. 



L' invention vise en outre les applications de 
tels marqueurs, notamment pour dfifinir d'autres marqueurs 
de haute sp€cificit§ vis-i-vis du locus de resistance et 
pour pr£dire un ph^notype resistant. 

L 1 invention vise tout particulierement 
1 •application desdits marqueurs pour fitablir la 
cartographie physique de la resistance et pour le clonage 
du g£ne. 

L f invention vise encore, en tant que nouveaux 
produits, les sequences des amorces utilisfies dans les 
techniques PCR mises en oeuvre. 

Conformement S 1' invention, 1' identification de 
marqueurs du locus d'un gSne majeur de resistance k YMV, 
comprend 1 'utilisation de marqueurs AFLP (Amplified 
Fragments Length Polymorphism) et fait appel a la 
technique PCR. 

Ce procSde d' identification est caract£ris6 en 
ce qu'il comprend 

- 1 'amplification selective de fragments d'ADN 
de riz d'une part d'individus rfesistants, d 1 autre part 
d'individus sensibles, descendant de vari6t£s parentales, 
ces fragments ayant 6t€ prfialablement sounds a une gtape 
de digestion, puis de ligation pour fixer des adaptateurs 
compiementaires d' amorces ayant, a leur extr£mite, un ou 



plusieurs nucleotides specif iques, 1'une des amorces du 
couple etant marquee aux fins de revelation, 

- la separation des produits d f amplification, 
par eiectrophordse sur gel dans des conditions 
d^naturantes, et 

- la comparaison des profils d'Slectrophordse 
obtenus avec des melanges de fragments issus de 
descendants resistants et des melanges issus de 
descendants sensibles, avec les fragments provenant des 
varietes parentales, aux fins d 1 identification de bandes 
dont le polymorphisme est gfinetiquement lie au locus de 
resistance, cette identification etant suivie le cas 
ech^ant, & titre de validation, d'une verification sur 
chacun des individus et du calcul du taux de 
recombinaison genetigue entre le marqueur et le locus de 
resistance. 

Dans un mode de realisation de 1' invention, les 
fragments d'ADN sont obtenus par digestion des ADN 
genomiques de plantes resistantes d'une part, et de 
plantes sensibles d 1 autre part, et de leurs parents, a 
l'aide d 1 enzymes de restriction. 

Des enzymes de restriction qui se sont reveiees 
appropriees comprennent EcoRI et Msel. 

De courtes sequences nucieotidiques sont fix£es 
aux fragments de digestion (adaptateurs) pour gen6rer des 



extremites franches auxquelles sont ensuite fixes des 
adaptateurs . 

Les amorces utilisfees dans l ! €tape 
d' amplification sont complementaires de ces adaptateurs 
avec, 3. leur extrfimitS 3 1 , de 1 a 3 nucleotides qui 
peuvent etre variables. 

L'Stape d' amplification est conduite 
avantageusement selon la technique PGR. 

Des profils d 1 amplification spScifiques sont 
obtenus avec des couples d 1 amorces possedant k leur 
extremity respectivement, des motifs AAC et CAG, ACC et 
CAG, ou encore AGC et CAG. 

Les sequences correspondant aux adaptateurs 
EcoRI et Msel sont respect ivement QAC TGC GTA CCA ATT 
C(SEQ ID N°l) et GAT GAG TCC TGA GTA A (SEQ ID N° 2) . 

Les couples d' amorces mis en oeuvre pour 
1» amplification sont alors avantageusement choisis parmi 
E-AAC/M-CAG ; E-ACC/M-CAG ; et E-AGC/M-CAG ; dans 
lesquels E et M correspondent respectivement 3. SEQ ID 
N° 1 et SEQ ID N°2. 

L'Stude comparative des profils d 1 amplification 
obtenus permet de r§v§ler des bandes polymorphes 
sp6cif iquement presentes chez les vari€t§s sensibles et 
leurs descendants sensibles, comme exposS dans les 



exemples, et correspondant en consequence k des marqueurs 
de resistance. 



En particulier, la revelation sur gel 
d'electrophordse en conditions dSnaturantes conduit k 
1 •identification de 2 bandes marqueurs Ml et M2 
respectivement de 510 pb et 140 pb. 

Ces 2 bandes determinent, d'apres 1' analyse des 
donnSes de segregation, un segment chromosomique de 10 k 
15 cM portant le locus de resistance et sont situSes de 
part et d' autre de ce locus, k 5-10 cm. 

Selon une disposition du proc§de de 
1' invention, les bandes polymorphes identifiees en tant 
que marqueurs specifiques du locus de la resistance au 
RYMV sont isoiees k partir des gels. On opSre 
avantageusement par excision des gels d'eiectrophordse. 
Cette etape d ! isoleroent est suivie d'une purification en 
procedant selon les techniques classiques. On dispose 
ainsi de fragments d 1 ADN. 

Selon une autre disposition de I 1 invention, 
lesdits fragments purifies sont clones dans un vecteur 
approprie, tel qu'un plasmide, introduit dans d^s 
cellules h6tes, notamment des cellules bacteriennes comme 
celles de E. coli. 

Selon encore une autre disposition de 
l'invention, les fragments d'ADN purifies et clones sont 
sequences . 

Mettant k profit les sequences des inserts 
correspondant auxdits fragments d 1 ADN, !• invention 



fournit fegalement un precede d'obtention de marqueurs de 
grande specif icite vis-&-vis du locus d'un g&ie majeur de 
resistance au RYMV. Ce procede est caractferisfe en ce 
qu'on definit des couples d 1 amorces PCR compl£mentaires 
de fragments de la sequence d'un insert donn£, on procdde 
a une amplification spScif ique de l 1 insert & I 1 aide de 
ces couples d 1 amorces, puis on soumet les produits 
d 1 amplification & une migration sur gel d 1 SlectrophorSse . 

Ces sequences d'ADN sont utilisables pour 
identifier un polymorphisme life au locus de resistance 
dans une variety de riz a fetudier suivant diffSrents 
precedes, ainsi que dfecrit dans les exemples : 

1) en identifiant directement un polymorphisme de taille 
de ces sequences d'ADN aprds amplification spgcifique et 
separation des fragments sur gel d 1 agarose, 

2) en digSrant les produits d' amplification par des 
enzymes de restriction pour sSparer les produits de 
digestion sur gel d' agarose, 

3} en utilisant ces sequences comme des sondes pour 
hybrider l'ADN de varietfes de riz prfealablement dig6r€es 
par une enzyme de restriction et determiner un 
polymorphisme de restriction. 

L 1 invention vise, en tant que nouveaux 
produits, les bandes AFLP polymorphes telles 
qu' identifies par le proc€d§ dfefini ci-dessus, & partir 
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d'ADN de plantes de riz, et le cas echeant isolees, 
purifiees et s§quencSes. 

Ces bandes AFLP sont caract£ris6es en ce 
qu'elles sont specif iqueraent mises en evidence dans une 
variStS sensible au RYMV (IR64) et dans la fraction de 
plantes sensibles issues du croisement de cette variete 
avec la variete resistance Gigante comme decrit dans les 
exemples . 

L 1 invention vise tout spScialement les 
sequences d'ADN correspondant k ces bandes polymorphes, 
et qui permettent de definir un segment du chromosome 4 
de 10-15 cM portant le locus de resistance au RYMV, 

Compte tenu de leur proc§d6 d'obtention, les 
bandes AFLP correspondent a des fragments de restriction 
et en particulier, conformSment k un mode de realisation 
du procedS de 1' invention, k des fragments EcoRI - Msel. 

Des fragments de ce type sont appeies marqueurs 
Ml et M2 et sont caract§ris£s par une taille, 
respectivement, de 510 pb et de 140 pb en gel 
d'eiectrophorSse en conditions dSnaturantes . 

Ces fragments sont caract£ris£s en ce qu'ils 
correspondent k des sequences d'ADN flanquant le locus de 
resistance et situes de part et d' autre de ce dernier 4 
5-10 cM, 



• 
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L 1 invention vise Sgalement des fragments clones 
dans des vecteurs tels que plasmides, ces vecteurs de 
clonage en tant que tels, caractSrisgs par le fait qu'ils 

5 comportent de tels fragments, et les cellules h8tes 
transformSes a l'aide de ces vecteurs, tels que des 
cellules bact6riennes comme £?. coli. L 1 invention vise 
notamment la sequence d'ADN correspondant au fragment 
identififi comme marqueur Ml et repondant a la sequence 

10 SEQ ID N° 3 suivante : 

CGTGCTTGCTTATAGCACTACAGGAGAAGQAAGGQGAACACAACAGCCATGGCGAGC 
GAAGGTTCAACGTCGGAGAAACAGGCTGCGACGGGCAGCAAGGTGCCGGCGGCGGAT 
CXTCAGGAAGGAAAAGGAGGAAATCGAAGTTATGCTGGAGGGGC^ 
15 GATGAGGAGGAGGATGTGGAATTGGAGGAAGATCTAGAGGAGCTTGAGGCAGATGCA 
AGATGGCTAGCCCTAGCCACAGTTCATACGAAGCGATCGTTTAGTCAAGGGGCTTTC 
TTTGGG&GTATGCGCTCAGCATGGAACTC 

AAAGACAATCTGTTCTCGATCCAATTCAATTGTTTGGGGGATTGGGAACGAGT^ 
AATGAAGGTCCATGGACCTTTCGAGGATGTTCGGTGCTCCTCGCAGAATATGATGGC 
20 TGGTC CAAGATTGAAT 

La sequence d'ADN du marqueur Ml pr§sente une 
taille de 471 pb. 



25 L 1 invention vise encore, en tant que nouveaux 

produits, les sequences de nucleotides utilisfies comme 
amorces d 1 amplification en PCR. 



De telles amorces comprennent les couples 
30 E-AAC/M-CAG ; E-ACC/M-CAG ; E-ACC/M-CAG ; dans lesquels E 
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et M correspondent respectivement k SEQ ID N° 1 et 
SEQ ID N° 2. 

D'autres amorces encore sont complementaires de 
sequences identifies dans la sequence du fragment 
d6sign6 par marqueur Ml. II s'agit en particulier de 
sequences (5', 3') choisies parmi : 

AGGAAGGGGAACACAACAGCC (21 pb) (SEQ ID N° 4) 
TTATGCTGGAGGGGCTTGACC (2 1 pb) (SEQ ID N° 5) 
GCAGTTCCATGCTGAGCGC AT (2 1 pb) (SEQ ID N° 6) 
CCGAACATCCTCGAAAGGTCC (21 pb) (SEQ ID N° 7) 
TCATATTCTGCGAGGAGCACC (21 pb) (SEQ IDN° 8) 

Selon encore un autre aspect, I 1 invention vise 
1 'utilisation des sequences d'ADN obtenues avec les 
amorces ci-dessus pour d£finir des polymoxphismes 
permettant 1 1 identification de phenotypes resistants. 

L 1 invention concerne Sgalement un procSdi 
d' identification de la sequence d'ADN portant le gdne 
majeur de la resistance au RYMV. Ce proc§de est 
caracterise par le criblage d'une banque constitute de 
fragments d'ADN de 100 k 150 kb de la variety IR64 ou 
autre, telle que la banque BAC (Bacterial Artificial 
Chromosomes) , clones dans des bactSries, pour 
selectionner le ou les clones de la banque renfermant les 
marqueurs dSfinis ci-dessus et le g§ne de resistance au 
RYMV. 
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Une telle banque BAC est disponible aupr&s de 

1'IRRI. 

Pour identifier le gSne du ou des clones 
s61ectionn6s, on proc&de k 1' identification k partir du 
jus brut de protSines extraites de plantes, de la 
fraction, puis de proche en proche, de la proteine qui 
mise en presence de virus purifiS permet le mouvement de 
cellule a cellule dans la vari6t§ rfisistante. La proteine 
candidate est alors s£quencee partielleinent soit h partir 
de l'extremite N-terminale, soit a partir de fragments 
internes Iib6r6s par hydrolyse. Des amorces peuvent Stre 
ainsi definies et sont utilisees pour amplifier I'ADNc 
correspondant . Aux fins de validation, on v€rifie que cet 
ADNc va obligatoirement aller hybrider le clone BAC 
identifiS dans l'approche cartographique . 

En variante, on proc&de au sous-clonage du 
fragment BAC contenant le gSne en 616ments de plus petite 
taille sous forme de cosmides qui sont ensuite reordonnes 
de maniSre Sl couvrir 1' ensemble du clone BAC de d§part. 
Ces cosmides sont utilises en transformation gSnStique 
pour rfialiser un test de complementation fonctionnelle 
permettant de valider la sequence contenue dans le 
cosmide et correspondant & I'ADNc isolS par l'approche 
proteine. II s'agit en 1' occurence de demontrer que la 
synthase de la proteine responsable du mouvement du virus 
de cellule a cellule permet de rendre sensible la vari^te 
r^sistante. 
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L 1 invention vise ainsi un ADNc capable de s'hybrider avec 
un clone BAC crible i partir d f une banque constitute 
comme indique ci-dessus de fragments d'ADN de 100 k 150 
kb d'une variSte de riz telle que IR64, par exemple de 
banque BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) , ce clone 
BAC appartenant k un contig (ou ensemble de clones BAC 
chevauchant) de clones BAC renfermant les sequences d'ADN 
des marqueurs identifies k partir de riz grace au procede 
defini ci-dessus, 

Conformfiment k l 1 invention, le gSne de 
resistance peut §tre transfers k des varietes sensibles 
par voie conventionnelle grfice k 1 'utilisation de 
marqueurs genetiques specif iques qui lui sont lies. Ainsi 
des varietes resistantes pourront Stre developpees 
beaucoup plus facilement et beaucoup plus rapidement. 

On notera de plus avec interSt que la sequence 
de ce gene facilite I'accSs k des genes de resistance 
d'autres virus (Potyvirus par exenqple) qui sont 
pathogSnes d'autres plantes, mais caracterises par le 
mime mecanisme (mouvement de cellule k cellule) . 
L' invention fournit ainsi des moyens de grand interSt 
pour 1* amelioration des plantes bases sur des resistances 
naturelles aux pathog&nes des vSgetaux. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invent ion seront donnes dans les exemples qui suivent, 
dans lesquels il est fait reference aux figures 1 k 9 qui 
representent respectivement 



13 

- la figure 1 : le clonage du marqueur Ml dans 
le plasmide PGEMTeasy. La digestion du plasmide montre un 
fragment d'ADN de 510 pb correspondant a la bande Ml ; 

- la figure 2 : 1' amplification du marqueur Ml 
dans les quatre variStSs de riz (Azucena, Gigante, IR64 
et Tog5681) en utilisant les couples d' amorces 

2-4) : 291 pb ; (2-5) : 310 pb ; (1-3) : 288 pb ; 
(1-4) :406 pb ; (1-5) : 425 pb ; (2-3). Le fragment Ml 
est legdrement plus grand chez Tog5681 que chez les 
autres vari6t€s ; 

- la figure 3 : 1 ' identification de sites de 
restriction sur la sequence du marqueur Ml chez les 4 
vari6t6s IR64, Azucena, Gigante et Tog5681 ; 

- la figure 4 : la digestion du marqueur Ml 
avec 1' enzyme Hpall apr&s amplification PGR en utilisant 
les couples d'amorces (1-3), (1-4) et (1-5) sur les 
quatre varietSs (Azucena, Gigante IR64 et Tog5681) . La 
presence d f un site de restriction Hpall dans les vari€t£s 
IR64 et Tog568l lib&re un fragment de 86 pb qui rfiduit 
d'autant la taille du fragment amplifig ; 

- la figure 5 : la caracterisation du marqueur 
Ml sur les plantes sensibles et rfisistantes de la 
descendance F2 (IR64 x Gigante) . Les plantes F2 
resistantes ont le profil du parent rSsistant 
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(IR64-absence du site Hpall) , k 1 1 exception d'un seul 
recombinant, les plantes resistantes ont le profil du 
parent sensible (IR64 -presence du site Hpall) a 
1 1 exception de deux recombinants ; 

- la figure 6 : la segregation du marqueur Ml 
dans la population HD (IR64 x Azucena) : IR64 -Azucena- 30 
individus HD (IR64 x Azucena) ; 

- la figure 7 : la carte de liaison gSnStique 
du chromosome 4 du riz avec le positionnement du marqueur 
Ml et 1' identification de l'intervalle dans lequel se 
trouve le locus de resistance ; 

- la figure 8 : 1 'hybridation du marqueur Ml 
utilise comme sonde sur des membranes portant l'ADN des 4 
varietes (IR64, Azucena, Gigante et Tog5681) dig€r6es par 
6 enzymes de restriction Apal, Kpnl, PstI, Seal, Haelll. 
La variete Tog5681 presente un profil de restriction 
different des autres varietes pour 1' enzyme Seal qui peut 
etre utilisSe pour marquer le locus de resistance de 
cette variete ; et 

- la figure 9 : 1 1 hybridation du marqueur Ml 
utilise comme sonde sur des membranes portant l'ADN 
d' individus issus de recroisement (IR64 x Tog5681) x Tog 
5681 et digeres avec 1' enzyme Seal. Cette descendance est 
en segregation pour la resistance au RYMV. Les individus 
sensibles (5) montrent tous la bande d'IR64 associee Sl la 
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bande de Tog5681 (individus heterozygotes) . Les individus 
resistants (9) ne montrent que la bande de Tog5681 a 
1' exception d'un individu recombinant. 

Exemple 1 ; Identification des varietes sources de 
resistance 

Les varietes utilisSes dans 1' etude de la 
resistance et en particulier les deux varietes 
resistantes Gigante et Tog5681 ont ete caracterisees 
grice k des marqueurs microsatellites sur un 
echantillonnage representatif de loci. 

Le polymorphisme se manifeste par le nombre de 
repetitions d'un court motif nucieotidique, le plus 
souvent binuclSotidique qui est caracteristique d'une 
variete donnfie. 

Sur un ensemble de loci, les alleles 
repertories permettent de disposer des caractSristiques 
specif iques de chaque variete. 

La mise en evidence de ces marqueurs 
microsatellites s'effectue par 1' amplification de 1'ADN 
avec des amorces specifiques determinees par Chen et 
al.(L), suivie d'une migration sur gel de polyacrylamide 
en conditions denaturantes suivant le protocole decrit 
par les memes auteurs. 

Le tableau 1 donne les resultats a partir d'un 
systdme de reference etabli par Chen et al., ci-dessus 
suivant lequel les alleles sont identifies par le nombre 
de repetitions du motif comparativement i la variete IR36 
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qui sert de t6moin. Les deux vari€tgs Gigante et Tog5681 
sont ainsi dficrites spficif iquement sur 15 loci vis-a-vis 
de toutes autres variStis (les marqueurs microsatellites 
sont donnas dans la l&re colonne) . 
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Tableau 1 



Locus 


Chr 


TaiUe 
sur IR 36 


r^ftrence 


IR36 


Gigante 


IR64 


Azucena 


TOG | 
568113 


RM001 


1 


113 


(2) 


n 


n-2o 


a 


n-22 


n-2t> 


RMUU3 


i 

1 


J 1 j 




n 


n-o 




n+io 


n-o 


RM011 


7 






n 


n-4 


n 


n-24 


n-io 


RM018 


7 


157 


w 


n 




n+o 




- 2 
n-o 


pyni o 
tvLviu i y 




996 


(2\ 

w 


ii 




n+21 


n-9 




RM021 


11 


157 


(2) 


n 


Q+8 


n 


n-14 


n-32 


RM148 


3 


129 


(3) 


n 


n+6 


n 


n 


n+6 


RM167 


11 


128 


(3) 


n 


n+4 


n 


n+32 


n+24 


RM168 


3 


116 


(3) 


n 


n-20 


n 


n-20 


n-24 


RM232 


3 


158 


(1) 


n 


n-14 


n 


n-12 


n-16 


RM022 


3 


194 


(2) 


n 


n-2 


n 


n-4 


n-2 


RM252 


4 


216 


(1) 


n 


n+38 


n+2 


n-20 


n+10 


RM255 


4 


144 


(1) 


n 


n 


n 


n 


n 


RM246 


1 


116 


(1) 


n 


n-12 


n-12 


n-16 


n-12 


RM231 


3 


182 


(1) 


n 


n+6 


n-22 


n-4 


n-12 
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Exemple 2 : Caracterisation de la resistance 

La resistance a ete caracterisee a partir de 
1' inoculation artificielle de jeunes plantules avec du 
virus comparativement & une variSte t§moin IR64 
extrSmement sensible. 

Le contenu en virus a ete suivi pendant 60 
jours apr&s inoculation grace a des tests EL ISA sur les 
dernieres feuilles 6mises. 

Ces tests n'ont jamais pu mettre en evidence de 
signal signif icativeraent different de plantes tSmoins non 
inoculSes par le virus. 

Une autre experimentation a ete r§alis§e en 
inoculant des protoplastes isoles des deux varietes 
Tog5681 et Gigante. Dans les deux cas, il possible de 
dStecter la presence des proteines virales (proteine de 
la capside et proteine de raouvement PI) , ainsi que 
1' accumulation d'ARN viral, qui t£moignent de la capacity 
de ces protoplastes a multiplier le virus, et ceci de la 
meme maniSre que les protoplastes de varietes sensibles 
comme IR64. 

Ainsi, si on considdre que la replication, le 
mouvement de cellule & cellule, et le transport k longue 
distance a travers les vaisseaux, sont les trois Stapes 
principales du dferoulement du cycle infectieux dans la 
plant e, la resistance de ces deux varietes reside le plus 
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logiqueraent dans un blocage du virus au niveau des 
cellules infectSes. 

Exemple 3 ; Qenetique de la resistance 

DiffSrents croisements Fl ont ete realises 
entre la variete d' 0. sativa rSsistante (Gigante) , une 
variete d'O. glaJberri/na r6sistante Tog5681 (fegalement 
identifiee par 1'ADRAO) et la variete de reference trSs 
sensible IR64 {sSlectionnSe k l'IRRI). 

La culture du materiel vegetal, les croisements 
et la production des descendances ont ete realises dans 
les serres de l'IRD a Montpellier. 

Les hybrides Fl obtenus entre les variet£s 
sensibles et resistantes ont et€ testes pour la 
resistance au virus du RYMV par test ELISA et suivi des 
symptSmes . 

Ces hybrides Fl se sont tous r£v§l€s aussi 
sensibles que le parent sensible et ont done montre que 
la nature de la resistance etait recessive. 

En revanche, les hybrides entre les deux 
sources de resistance Gigante et Tog5681 n'ont donne que 
des hybrides Fl resistant s en faveur d'un seul et unique 
locus de resistance chez ces deux sources de resistance. 

Ces resultats sont resumes dans le tableau 2 

ci-aprds. 
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Ce tableau donne la distribution des rSponses 
ELISA (A 405 nm) dans les feuilles infect€es par voie 
syst^mique des hybrides PI, des backcross et des 
descendants F2 obtenus k partir des backcross entre la 
5 vari6t6 IR64 sensible et les 2 cultivars rSsistants 
Gigante et Tog5681. 
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insurer page du Tableau 2 
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En ce qui conceme Gigante, l'h§r€dit6 de la 
resistance a €te confirmee par un test de resistance sur 
55 families P3 du croisement (IR64 x Gigante) . Les 
resultats sont donnSs dans le tableau 3. 
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insurer page du tableau 3 
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L'examen de ce tableau montre que : 

- 1/4 de plantes F2 ne donne que des plantes resistantes 
dans les descendances F3, et sont horaozygotes pour la 
resistance 

- 1/4 de plantes F2 ne donne que des plantes sensibles 
dans les descendances F3, et sont homozygotes pour la 
sensibility 

1/2 des plantes F2 sont en segregation pour la 
resistance et donnent des plantes sensibles et 
resistantes avec la mSme proportion (3:1) dans les 
descendances F3. 

L' ensemble des rSsultats s'accorde parfaitement avec un 
seul. g£ne de resistance recessif present chez les deux 
varietes Gigante et Tog5681. 

Exemple 4 ; Identification des marcfueurs de 
resistance Ml et M2 selon le protocole AFLP 

a * Obtention de pools d'ADN 

Les feuilles de 10 plantes sensibles et de 10 
plantes resistantes issues d'une F2 (IR64 x Gigante) ont 
6te pr€lev6es pour extraire leur ADN. 

Les ADN ont &t€ ensuite melanges de mani&re 
stoechiometrique pour const ituer deux pools d 'ADN 
correspondent respect ivement & 10 plantes F2 sensibles ou 
resistantes avec une concentration finale du melange de 
50 ng//il. Ces melanges ont servi de base H 
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1' identification de marqueurs de resistance par la 
mSthode AFLP (Amplified Fragments Length Polymorphism) 
pour polymorphisme de longueur de fragments amplifies qui 
a €t€ d§velopp§e par Zabeau et al (4), et Vos et al. (5) . 
Les produits utilises se prfisentent sous forme d'un kit 
commercial (Gibco BRL) dSlivre par Keygene & Life 
Technologies. 

b - Obtention de fragments de restriction 

250 ng de chacun des pools d'ADN a 50 ng/pil et des 
parents sont digSrSs simultanSment par deux enzymes de 
restriction (EcoRI et Msel) . 

Reaction de digestion (25 : 

5 pi d'ADN (50 ng/ml) 

0,2 /il (2 O) de EcoRI (10 U/^l) 

0,2 /il (2 U) de Msel (5 U//il) 

5 fil de tampon T4 ligase 5X 

14 r 5 jxl de H 2 0. 

La reaction de digestion s'effectue pendant 

deux heures Sl 37 °C, puis 15 min. a 70 °C pour inactiver 

les enzymes de restriction. AprSs digestion, il est 
proc£dS a une reaction de ligation. 
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Reaction de ligation (50 ' 

25 fxl du milieu rSactionnel de double digestion 

1 fil d'adaptateur EcoRI 

1 fil d'adaptateur Msel 

5 /tl de tampon T4 Ligase 5X 

1 /xl (1 U) de ligase (10 U//xl) 

17 ill H 2 0. 

La reaction de ligation s'effectue k 37°c # 
pendant 3 heures, suivie d'une inactivation de 1' enzyme a 
60°C pendant 10 min. 

c - Amplification 

L ' amplification proprement dite a §t§ rSalisfie 
en deux Stapes : prSamplif ication et amplification 
sp€cifique. 

CI - Reaction de pr6 amplification (50 m!) 

5 /xl du milieu rfeactionnel renfermant I'ADN 
dig€r€ et fixS aux adaptateurs, diluS au 1/10 

0,5 /xl d 1 amorce EcoRI (150 ng//*l) 

0,5 /xl d 1 amorce Msel (150 ng//xl) 

2 fil de melange de nucleotides 5 mM 

5 nl de tampon 10 X, Promega 
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5 fil de MgCl 2 25 mM 

0,2 fil (1 U) de Taq polymerase (5 U//xl) 
31,8 /xl de H 2 0, 

Les caract^ristiques de la prS-amplif ication 
par PCR sont les suivantes : 

20 cycles avec denaturation : 30 sec k 94°C 

hybridation : 30 sec a 56 °C 

Elongation : 1 min 3t 72 °C 

L 1 amplification selective se fait k partir d'un aliquote 
de la premiere amplification dilute au 1/30 en utilisant 
des amorces ayant 3 nucleotides sSlectifs & I'extr&nite 
3 1 , et en marquant l'une des amorces pour r€v€ler les 
bandes sur un film autoradiographique . 

On utilise les couples d' amorces suivants : 

E-AAC/M-CAG 

E-ACC/M-CAG 

E-AGC/M-CAG, 

dans lesquels 

E rSpond a la sequence 
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GAC TGC GTA CCA ATT C (SEQ ID N°l) , et 
M h la sequence 

GAT GAG TCC TGA GTA A (SEQ ID N° 2) • 

La temperature d' hybridation est diminufie de 0,7°C par 
5 cycle, pendant les 11 cycles suivants : 

20 derniers cycles d§naturation : 30 sec Sl 90°C 



hybridation 



30 sec a 56°C 




Elongation 



1 min & 72 °C 
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On procSde au marquage de 1" amorce EcoRI (ramenE H 
un tube de 0,5 /il) : 



0,18 fil de 1' amorce EcoRI (5ng) 



0,1 /il de y 33 P ATP (10 mCu//il) 



0,05 /il de tampon kinase 10 X 
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0,02 /il (0,2U) de T4 polymerase kinase (l0U//xl) 



0,15 /il de H 2 0, 



La reaction de marquage se fait & 37°C pendant 
1 heure et est arr§t6e par 10 minutes k 70 °C. 



C2 - Reaction d 1 amplification sp6ci£icrue 



20 



(20 Ml) 
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0,5 /xl d 1 amorce EcoRI marquee 

5 /xl du milieu reactionnel de prS- 
amplif ication, dilu€ au 1/30, 

0,3 fil d 1 amorce Msel (100 rxg/fil) 

5 0,8 pi de melange de nucleotides 5 mM 

2 ^1 de tampon 10 X Promega 

2 fil de MgCl 2 25 mM 

0,1 fil (0,5 U) de Taq polymerase (5 U//il) 
9,3 fil de H 2 0. 

10 

Les caracteristiques de 1' amplification sont 
les suivantes : 

32 cycles avec 

. pour le premier cycle : 

15 dfinaturation : 30 sec 3. 94 °C 

hybridation : 30 sec cL 65 °C 

Elongation : 1 min a 72 °C 

. les 11 cycles suivants : les mimes conditions que 
precedemment, avec diminution & chaque cycle de 0,7°C de 
20 la temperature d* hybridation ; et pour 



in 

30 

. les 20 derniers cycles : 

denaturation : 30 sec k 90 °C 

hybridation : 30 sec k 56 °C 

Elongation : 1 min k 72 °C 

d - Electrophor&se et Autoradiographie 

A la fin de la reaction d 1 amplification, 20 /xl 
de tampon de charge sont ajoutSs (98 % de formamide, 
0,005 % de xylene cyanol et 0,005 % de bleu de 
bromophenol) . Les produits d 1 amplification sont sSparSs 
par filectrophorSse sur gel de polyacrylamide dfinaturant 
(6 % d'acrylamide, 8 M d'urfie) avec un tampon de 
migration TBE (Tris 18 mM, EDTA 0,4 mM, acide borique 18 
mM, pH 8,0) pendant 3 heures de migration k puissance de 
50 watts. Aprfis migration, le gel est fixS dans une 
solution IV d' acide ac6tique/2V d'Sthanol absolu pendant 
20 minutes. Le gel est transf£r4 sur un papier Wattman 3M 
et sSch§ pendant 45 minutes & 80 P C avec un sScheur de 
gel. Le gel est placfi dans une cassette avec un film 
ultrasensible. L 1 autoradiographie est rgvglge aprSs deux 
jours d' exposition. La comparaison des profils obtenus 
chez les parents et les pools de plantes sensibles ou 
rSsistantes permet d 1 identifier des bandes pr€sentes dans 
l'un des pools, mais absentes dans 1 ! autre. Ces bandes 
candidates au marquage de la resistance sont ensuite 
v6rifi€es individuellement sur chacune des plantes 
composant les pools d'ADN. 
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e - Resultats 

L f etude des resultats obtenus montre que les 
deux marqueurs appeies Ml et M2 sont presents chez le 
parent sensible (IR64) alnsi que dans toutes les pi antes 
F2 (IR64 x Gigante) composant le pool de plantes 
sensibles, alors que cette bande est absente chez le 
parent resistant (Gigante) et qu'un seul individu du pool 
resistant manifeste cette bande. Le meme type de 
variation est observe dans le recroisement 
(IR64 x Tog5681) x Tog5681. Les autres marqueurs 
identifies dans cette analyse (M3 k M6) montrent aussi la 
mSme variation; 

- presence des bandes chez le parent sensible et le 
pool des plantes sensibles F2 (IR64 x Gigante) ainsi que 
les plantes sensibles du recroisement (IR64 x Tog5681) x 
Tog5681. 

- absence de bande chez les parents rfesistants 
Gigante et Tog5681, chez le pool des plantes rfisistantes 
F2 (IR64 x Gigante) et chez les plantes r€sistantes du 
recroisement (IR64 x Tog5681) x Tog5G81. 

Les donnSes de segregation entre les marqueurs AFLP 
Ml k M6 et le locus de resistance pour les pools F2 (IR64 
x Gigante) et le backcross interspficif ique (IR64 x 
Tog5681) x Tog5681 sont r§sum6es dans les tableaux 4 et 
5. L' analyse des donnees de segregation et des rares 
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recombinants observes dans les detox croisements permet 
d'evaluer les taux de recombinaison entre ces diff§rents 
marqueurs et le locus de resistance. En particulier, les 
marqueurs Ml d'une part et les marqueurs M2 a M6 d' autre 
part dSterminent un segment inf6rieur a 10-15 cM portant 
le locus de resistance. Ml et M2 sont ainsi i. moins de 
5-10 cM et placSs de part et d' autre de ce locus. 



Resistance / Marqueur M I 




Nombre d'mdividus observes 




Phenotype 




Resistanc 




Sensible 




Genotype resistance RYMV 
Marqueur AFLP 


V- 


a gg 


ft 


ft U 

— • • ml m 


il 
-/ 


Pool F2 resistant (I R64 x gigante) 
Pool F2 sensible (1R64 x gigante) 
Backcross interspeci fique Tog563l 


10 

11 


l 

1 


0 


0 


10 




Resistance / Marqueur M2, M3. M4 r M6 




Nombre d'individus observes 




Phenocype 


Resistant 




Sensible 




Genotype resistance RYMV 
Marqueur Af LP 


-/- 


u & 


ft 
-A 


ft // 
-/- 


a 

+/ 


Pool F2 resistant (IR64 x gigante) 
Pool F2 sensible (IR64 x gigante) 
Backcross interspeci fique Tog563 I 


u 
10 


0 

2 


0 


0 

3 


10 




Resistance / Marqueur M5 




Nombre d'individus observes 




Phenorype 


Resistant 




Sensible 




Genotype resistance RYMV 
Marqueur Af LP 


"'S3 


« is 

-/. <■/ 


ft 


ft // 


// 
w 


Pool F2 resistant (IR64 x gigante) 
Pool F2 sensible (IR64 x gigante) 
Backcross interspeci fique Tog568l 


II 
9 


0 

3 


0 


0 

3 


10 



Tableau 4.5 : Tableaux de contingence emre les marqueurs .Af LP Ml a M6 ei le locus de resistanc 
pour les pools F2 (IR64 x Gigante) et le back cross interspect fique (IR64 x Tog563 1 ) x Tog568 1 . 
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Marqueur M l/.Marqueurs Ml M3. M4. M6N'ombrs d'indmdus observes 



Genotype M 1 




-/- 




Genotype M2, M3. M4, M6 








Pool F2 rescstam (IR64x gtgante) 


0 1 


0 


10 


Pool F2 sensible MR64 x gigante) 


10 0 


0 


0 


Backcross interspecifiqueTog568l 


11 2 


2 


11 




Marqueur M 1 /Marqueur M5 


Nombre d'individus observes 


Genotype M I 




-/- 


-/- 


Genotype M5 


w 


+/• 




Pool F2 risistam (IR64 x gigante) 


0 I 


0 


10 


Pool F2 sensible (IR64 x gigante) 


10 0 


0 


0 


Backcross inters pec ifique Tog568 1 


U 2 


i 


10 




Marqueur MJ/Marqueurs M2. M3. M4, M6N*ombrc d'individus observes 


Genotype M5 


<-i m -/■ 






Genotype M2, NO. M4, M6 


H m 


+/* 


V- 


Pool F2 resistant (IR64 x gigante) 


0 0 


0 


11 


Pool F2 sensible (IR64 x gigante) 


10 0 


0 


0 


Backcross incerspecifique Tog563l 


13 I 


0 


12 


• . l-) backcross interspecifique Tog563l. (- 


ou 0 pool F2 







Tableau 4 6. Tableaux de conttngence obtcnus avec ks rnarqueurs Af LP Mia M6 dans les pools f 
(IR64 x Gigante) et le backcross interspecifique (IR64 x Tog5683l) x Tog568l. 



Tableau 5 
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Exemple 5 ; Isolement du marqeur Ml 

Une nouvelle amplification, avec le meme couple 
d' amorces, a et6 r6alis§e, suivie d'une migration sur gel 
5 de polyacrylamide dans les m§mes conditions que celles 
6nonc§es ci-dessus. La revelation a et€ faite par une 
coloration au nitrate d' argent, avec le kit silver 
staining (Promega) , pour visual iser directement les 
bandes sur le gel. Apr&s rSvSlation, la bande Ml a ete 
0 10 excisSe du gel, puis l'ADN a 6t6 §lu€ dans 50 fil d'eau a 
4°C pendant une nuit, 

Un aliquot de 5 fil a et§ prglevfi et r6amplifi§ 
avec les mSmes couples d' amorces avec un marquage au P 33 . 

Le produit d # amplification a et6 s€par€ a 
15 nouveau sur gel d'acrylamide dfinaturant a 6%, et compare 
aux parents et aux pools sensibles et rfisistants. La 
piste correspondant a ce produit d' amplification montre 
une seule bande de 510 pb migrant exactement au meme 
niveau que la bande d'origine qui avait ete excisge. Un 
20 autre aliquot de 5 \il a St€ Sgalement amplififi avec les 
mSmes amorces et a §t6 s6par§ sur gel d 1 agarose a 1,8%. 
La bande correspondant & la taille attendue (510pb) a etS 
k nouveau excisSe et purifiee avec un kit gene clean 
(Promega) . 
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Exemple 6 ; Clonage et Sfiquencage du Marqueur 

Ml 

. clonage 

3 fil du produit de purification ont €tS 
utilises pour une reaction de clonage pendant une nuit a 
37°C. 

3 fil de produit de purification 
1 fil de vecteur PGEMTeasy 

1 til de T4 Tampon ligase 10 X 
1 /xl de T4 DNA Ligase 

4 ill de H2O 

La transformation a 6t6 rSalisfie avec la souche 
E. Coli JM109 en ajoutant 5 ill du produit de clonage cl 
100 ill de cellules compfitentes de E. Coli JM109. Une 
prSculture a 6t6 rSalisfie sur milieu de culture LB 
pendant 1 heure, k 37 °C. Ensuite les bactSries ont 6t6 
StalSes sur boite de P6tri contenant de l'agar k 1/1000 
d'ampicilline. 50 pil d'IPTG-XGal sont ajoutfis juste avant 
l'€talement des bactSries pour select ionner les bactSries 
transf orm€es . Une colonie blanche (transformfie) a Ste 
s§lectionn6e et remise en culture dans les m@mes 
conditions {Agar plus ampicilline) . 
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A partir de cette culture, une mini -preparation 
d'ADN plasmidique a 6te rfialisSe avec le kit Wizard plus 
( Pr omega ) . L'ADN plasmidique contenant 1' insert a ete 
digSrS avec 1' enzyme EcoRI pour verifier la presence du 
marqueur Ml. Un gel d' agarose k 1,8% a permis de verifier 
la presence de la bande de 3 kb correspondant au plasmide 
et de la bande de 510 pb corespondant au marqueur Ml 
(photo 1) . 

. S6quencage 

La sequence de 1' insert (SEQ ID N° 3) est la 
suivante (5 1 , 3 1 ) : 

SEQ ID N° 3 

20 30 40 50 60 70 

GTGCTTGCTTATAGCACTACAGGAG AAGGAAGGGGAACACAACAGCCA TGGCGAGCG 

AAGGTTCAACGTCGGAGAAACAGGCTGCGACGGGCAGCAAGGTGCCGGCGGCGGATC 

GGAGGAAGGAAAAGGAGGAAATCGAAGTTATGCTGGAGGGGCTTGAC CTAAGGGCAG 

ATGAGGAGGAGGATGTGGAATTGGAGGAAGATOTAGAGGAGCTTGAGGCAGATGC^ 

GATGGCTAGC CCTAGC CACAGTTCATACGAAGCGATCGTTTAGTCAAGGGGCTTTCT 

TTGGGAGTATGCGCTCAGCATGGAACTGCGCGAAAGAAGTAGATTTCAGAG 

AAGACAATCTGTTCTCGATCCAATTCAATTGTTTGGGGGATTGGGAACGAGTTATGA 

ATGAAGGTCCATGGACCTTTCGAGGATGTTCGGTGCTCCTCGCAGAATATGATGGCT 

GGTCCAAGATTGAAT "™~ 

Les sequences correspondant aux amorces 
utilisees pour les amplifications AFLP ont ete retrouvies 
et montrent que la bande correspond & un fragment de 
restriction (EcoRI - Msel) . 
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En deduisant les sequences correspondant aux 
amorces, la taille reelle du fragment d'ADN de riz clon§ 
est de 471 pb. 

5 L 1 utilisation des differents couples d* amorces 

(1-3), (1-4), (1-5) d'une part et (2-3), (2-4) , (2-5) 
d 1 autre part permet de valider le clonage de la bande 
AFLP Ml. I» 1 amplification de 1'ADN des varietSs utilises 
dans les croisements avec ces amorces ne montre qu'une 
10 seule bande. Le fragment correspondant k la vari6t6 
Tog56581 est un peu plus important que celui des autres 
variStfis (fig. 2) . 

Exemple 7 : Transformation de la sequence Ml en 
15 marqueur polymorphe 

Un polymorphisme pour le marqueur Ml a 6t6 
determine entre les parents de la population haploide 
doublSe (IR64 x Azucena) , Cette population compte plus de 

20 3 0 0 marqueurs rSpartis sur les 12 chromosomes du riz. 
Pour cela, on s'est appuyfi sur les sites de restriction 
de la sequence du marqueur Ml d€termin6e sur le parent 
IR64 (fig. 3). Les amorces (1-3), (1-4) et (1-5) ont 6te 
utilises pour amplifier 1'ADN des parents des croisements 

25 qui a ensuite §tS digfirfi par des enzymes de restriction. 
Le site de restriction Hpall/Mspl libSre un fragment de 
66 pb lorsque 1* amorce 1 est utilisfee. Ce site est absent 
chez les variStfes Gigante et Azucena. (fig. 4) . 
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Le marqueur a &t€ testS sur les individus P2 du 
pool sensible et du pool resistant du croisement (IR64 x 
Gigante) . Tous les individus rfesistants ont le profil de 
la vari€t€ Gigante (absence du marqueur AFLP Ml associee 
a l 1 absence du site de restriction Hpall/Mspl) k 
1' exception de l»individu (5.11). Les individus sensibles 
presentent le site de restriction Hpall/Mspl 4 l'fitat 
homozygote coirane la variete IR64 Sl 1' exception de deux 
individus hSterozygotes qui sont recombinSs (fig. 5). 

La sequence du marqueur Ml que I'on peut 
amplifier par des amorces spficifiques correspond bien au 
marqueur AFLP Ml. La digestion par 1" enzyme Hpall/Mspl 
permet de distinguer l^llSle venant du parent sensible 
(IR64) du parent r§sistant (Gigante) . 

Ces nouvelles donn&es permettent de conforter 
la position du locus de resistance entre les marqueurs Ml 
et M2 et d 1 est inter les taux de recombinaison 2l 0,065 ± 
0,045 pour la distance entre Ml et le locus de resistance 
et 0,11 ± 0,047 pour la distance entre les marqueurs Ml 
et M2. 

Exemple 8 : Cartographie du marqueur Ml 

Soixante individus de la population (IR 64 x 
Azucena) ont §t§ passes pour le marqueur Ml : 
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amplification avec les amorces (1-3) et digestion par 
1 1 enzyme Hpall/Mspl, suivie d*une separation des 
fragments sur un gel d' agarose I 2,5 *. La segregation du 
marqueur Ml est sans distorsion (fig. 6) . Les rSsultats 
permettent de cartographier le marqueur Ml en utilisant 
un logiciel de cartographie (Mapmaker V3) , qui permet de 
placer le marqueur Ml sur le chromosome 4 entre les 
marqueurs RG 163 et RG 214 (fig. 7) . Cet intervalle 
repr€sente la zone oil se situe le locus de resistance au 
RYMV. 

Exemple 9 : Marquage du locus de resistance de 
la variete Tog5681 

La presence du site de restriction Hpall/Mspl 
dans la variete Tog5681 ne permet pas d'utiliser la 
strategie de 1' exemple 8 pour verifier que le marqueur Ml 
est aussi un marqueur de la resistance provenant de 
Tog568l. Aussi, les 4 varietes Azucena, Gigante, IR64 et 
Tog568l ont ete digerees avec 12 enzymes de restriction 
(BamHI , Bg/II, Dral, EcoRI, EcoRV, Hindlll, Apal, Kpnl, 
PstI, Seal, Xbal, Haelll) pour identifier un 
polymorphisrae de restriction en utilisant la sequence 
d'ADN du marqueur Ml comme sonde. L 1 enzyme Seal permet 
d' identifier un polymorph! sme entre IR64 et Tog5681 (fig. 
8) • Ce polymorphisme a ete utilise pour valider le 
marqueur Ml sur un recroisement (IR64 x Tog5681) x IR64 
en segregation pour la resistance. 5 individus sensibles 
de ce recroisement ont 6t6 testes et montrent tous la 
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bande caracteristique d'IR64. Les 9 individus resistant s 
ne montrent que la bande de Tog5681 k 1' exception d'un 
seul qui est recombinant (fig. 9) . . Le polymorphisme de 
restriction mis en Evidence par l 1 enzyme Seal en 

5 utilisant le marqueur Ml comme sonde est done bien li6 au 
locus de resistance de Tog5681. L 1 analyse genetique et 
1 'idendif ication de marqueurs de resistance sont 
coherentes pour consid6rer que le marqueur Ml 
cartographie bien le meme locus de resistance chez les 

10 deux variStfis Gigante et Tog5681. 

Exemple 10 : Transfert de la resistance assitee 
par la marqueur Ml. 

On notera que pour la validation des marqueurs 

15 de resistance en selection, on utilisera egalement 
avantageusement le materiel resultant des recroisements 
d'une variete rSsistante telle que la variete Gigante 
avec IR64 afin d'introduire la resistance dans cette 
variete. Un tel materiel peut correspondre Sl differents 

20 stades de recroisement . On dispose par exemple du stade 
BC2 {87,5% theorique du genome du parent recurrent IR64) , 
mais qui comporte le fragment de chromosome de Gigante 
portant la resistance au virus. A chaque generation de 
recroisement, la presence du gSne a ete verifiee par une 

25 evaluation de la segregation de la resistance dans la 
descendance en autofficondation. Le contr61e des marqueurs 
sur les recroisements et leurs descendances permet 
d f eprouver la valeur predictive de la resistance par la 
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presence du fragment de chromosome portant le gdne de 
resistance. 
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1/ ADNc capable de s'hybrider avec un clone BAG 
cribie k partir d'une banque constitute de fragments 
d'ADN de 100 k 150 kb d'une variete de riz telle que 
IR64, par exemple de banque BAG (Bacterial Artificial 
Chromosomes) , ce clone BAG appar tenant k un contig, ou 
ensemble de clones BAC chevauchant, de clones BAC 
renfermant les sequences d'ADN des marqueurs identifies k 
partir de riz grace k un proc6d§ comprenant 

- 1» amplification selective de fragments d'ADN 
de riz d'une part d'individus resistant s, d' autre part 
d'individus sensibles, descendant de varietes parentales, 
ces fragments ayant 6te prealablement sounds k une etape 
de digestion, puis de ligation pour fixer des adaptateurs 
complfementaires d' amorces ayant, k leur extremite, un ou 
plusieurs nucleotides specif iques, I 1 une des amorces du 
couple fitant marquee aux fins de revelation, 

- la separation des produits d' amplification, 
par electrophordse sur gel dans des conditions 
denaturantes , et 

- la comparaison des profils d'eiectrophorSse 
obtenus avec des melanges de fragments issus de 
descendants rSsistants et des melanges issus de 
descendants sensibles, avec les fragments provenant des 
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vari6t6s parentales, aux fins d 1 identification de bandes 
dont le polymorphisme est g§n6tiquement liS au locus de 
resistance, cette identification €tant suivie le cas 
€chSant, cL titre de validation, d'une verification sur 
chacun des individus et du calcul du taux de 
recombinaison g§nStique entre le marqueur et le locus de 
resistance. 

2/ ADNc selon la revendication 1, caractSrisS 
en ce que lesdites bandes AFLP polymorphes sont 
spficif iquement mises en Evidence dans une variSt€ 
sensible au RYMV, et dans la fraction de plantes 
sensibles issues du croisement de cette variStS avec la 
variety rSsistante Gigante. 

3/ ADNc selon la revendication 1 ou 2, 
caract€rise en ce que lesdites sequences d'ADN 
correspondant auxdites bandes polymorphes, portent le 
locus de resistance & RYMV et d€finissent un segment 
infSrieur k lOcM. 

4/ ADNc selon la revendication 3, caract6ris§ 
en ce que lesdites sequences d f ADN sont des fragments 
EcoRI-Msel . 

5/ ADNc selon la revendication 4, caractfirise 
en ce que lesdits fragments ont une taille 
respectivement, de 510 pb et de 140 pb en gel 
d'electrophorSse en conditions d§naturantes • 

6/ ADNc selon l'une quelconque des 
revendications precSdentes, caractfirisfe en ce que lesdits 
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fragments d'ADN correspondent & des sequences d'ADN 
flanquant le locus de resistance et situSs de part et 
d' autre de ce dernier, k 5-10 cM. 

7/ ADNc selon la revendication 6, caracterisS 
en ce qu'on utilise line sequence d'ADN rSpondant h SEQ 
ID N° 3. 



8 

d'ADN de plantes de riz, et le cas £ch£ant Isoldes, 
purifi£es et sequences. 

Ces bandes AFLP sont caracterisees en ce 
qu'elles sont specif iquement mises en evidence dans line 
variete sensible au RYMV (IR64) et dans la fraction de 
plantes sensibles issues du croisement de cette variete 
avec la variete resistance Gigante comme dficrit dans les 
exemples . 

L 1 invention vise tout sp6cialement les 
sequences d'ADN correspondent k ces bandes polymorphes , 
et qui permettent de definir un segment du chromosome 4 
de 10-15 cM portant le locus de resistance au RYMV. 

Compte tenu de leur proc§d§ d'obtention, les 
bandes AFLP correspondent k des fragments de restriction 
et en particulier, conformSment k un mode de realisation 
du procSdS de 1' invention, k des fragments EcoRI -* Msel. 

Des fragments de ce type sont appelSs marqueurs 
Ml et M2 et sont caracterisSs par une taille, 
respect ivement, de 510 pb et de 140 pb en gel 
d'electrophorese en conditions dSnaturantes . 

Ces fragments sont caracteris6s en ce qu'ils 
correspondent k des sequences d 1 ADN flanquant le locus de 
resistance et situes de part et d 1 autre de ce dernier k 
5-10 CM. 

L 1 invention vise un ADNc tel que defini ci- 
dessus, caract6rise en ce que lesdites sequences d 1 ADN 
correspondant auxdites bandes polymorphes, portent le 
locus de resistance k RYMV et definissent un segment 
infer ieur k lOcM. 
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logiquement dans un blocage du virus au niveau des cellules 
infectees, 

Exemple 3 : G6n6tique de la resistance 

DiffSrents croiseraents Fl ont ete realises entre 
la variete d'O. sativa r^sistante (Gigante), une variete 
d'O. glaJberrijna rfisistante Tog56Bl (Sgalement identifiee 
par l'ADRAO) et la variete de reference trSs sensible IR64 
(s§lectionnge £ l'IRRI). 

La culture du materiel vSgetal, les croisements 
et la production des descendances ont ete realises dans les 
serres de l'IRD £ Montpellier. 

Les hybrides Fl obtenus entre les vari£t€s 
sensibles et rSsistantes ont ete testes pour la resistance 
au virus du RYMV par test ELISA et suivi des syrapt6mes. 

Ces hybrides Fl se sont tous r€v§lgs aussi 
sensibles que le parent sensible et ont done montrfi que la 
nature de la resistance etait r€cessive. 

En revanche, les hybrides entre les deux sources 
de resistance Gigante et Tog5681 n'ont donne que des 
hybrides Fl rSsistants en faveur d'un seul et unique locus 
de resistance chez ces deux sources de resistance. 

Les etudes ont porte sur la distribution des 
reponses ELISA (A 405 nm) dans les feuilles infectees par 
voie systemique des hybrides Fl, des backcross et des 
descendants F2 obtenus & partir des backcross entre la 
variete IR64 sensible et les 2 cultivars resistants Gigante 
et Togs 6 81. 
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En ce qui conceme Gigante, 1'heredite de la 
resistance a ete confirmee par un test de resistance sur 55 
families P3 du croisement (IR64 x Gigante) . 
Les rSsultats obtenus montrent que : 

- 1/4 de plantes F2 ne donne que des plantes resist antes 
dans les descendances F3, et sont homozygotes pour la 
resistance 

- 1/4 de plantes F2 ne donne que des plantes sensibles dans 
les descendances F3, et sont homozygotes pour la 
sensibility 

- 1/2 des plantes F2 sont en segregation pour la resistance 
et donnent des plantes sensibles et resistantes avec la 
meme proportion (3:1) dans les descendances F3. 

L' ensemble des resultats s'accorde parfaitement avec un 
seul gene de resistance recessif present chez les deux 
varietes Gigante et Tog5681. 

Exemple 4 : Identification des marqueurs de 
resistance Ml et M2 selon le protocole AFLP 

a - Obtention de pools d'ADN 

Les feuilles de 10 plantes sensibles et de 10 
plantes resistantes issues d'une F2 (IR64 x Gigante) ont 
ete prSlevees pour extraire leur ADN. 

Les ADN ont ete ensuite melanges de maniSre 
stoechiometrique pour constituer deux pools d'ADN 
correspondant respectivement 3. 10 plantes F2 sensibles ou 
resistantes avec une concentration finale du melange de 50 
ng//il. Ces melanges ont servi de base H 1 1 identification de 
marqueurs de resistance par la methode AFLP (Amplified 
Fragments Length Polymorphism) pour polymorphisme de 
longueur de fragments amplifies qui a ete developpee par 
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Zabeau et al (4), et Vos et al. (5) . Les produits utilises 
se pr§sentent sous forme d'un kit commercial (Gibco BRL) 
delivrS par Keygene & Life Technologies. 

b - Obtention de fragments de restriction 
250 ng de chacun des pools d'ADN k 50 ng/pl et des parents 
sont dig€r§s simultanement par deux enzymes de restriction 
(EcoRI et Msel) - 

Reaction de digestion (25 ill) ; 

5 fil d'ADN (50 ng/ml) 

0,2 ill (2 U) de EcoRI (10 U//il) 

0,2 Ml (2 U) de Msel (5 U//il) 

5 (il de tampon T4 ligase 5X 

14,5 ill de H 2 0. 

La reaction de digestion s'effectue pendant deux 
heures k 37°C, puis 15 min. & 70°C pour inactiver les 
enzymes de restriction. Aprfis digestion, il est proc€d€ k 
une reaction de ligation. 
Reaction de ligation (50 mD : 

25 /il du milieu rSactionnel de double digestion 

1 pi d'adaptateur EcoRI 

1 ill d'adaptateur Msel 

5 fil de tampon T4 Ligase 5X 

1 til (ID) de ligase (10 U//il) 

17 ill H a O. 

La reaction de ligation s'effectue k 37°c, 
pendant 3 heures, suivie d'une inactivation de 1' enzyme k 
60°C pendant 10 min. 
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c - Amplification 

L 1 amplification proprement dite a 6t§ rSalisSe en 
deux §tapes : pr^amplif ication et amplification specif ique. 

CI - Reaction de pr€ amplification (50 j*l) 

5 fil du milieu r6actionnel renfermant 1 ' ADN 
digere et fixfi aux adaptateurs, dilufi au 1/10 

0,5 ill d» amorce EcoRI (150 ng//*l) 

0,5 fil d 1 amorce Msel (150 ng/pl) 

2 fil de melange de nucleotides 5 mM 

5 pi de tampon 10 X, Fromega 

5 til de MgCl 2 25 mM 

0,2 pi (1 U) de Taq polymerase (5 U//xl) 
31,8 fil de H 2 0. 

Les caract^ristiques de la pr6-amplif ication par PCR 
sont les suivantes : 

20 cycles avec dSnaturation : 30 sec k 94°C 

hybridation : 30 sec k 56 °C 
Elongation : 1 min d. 72 °C 
L* amplification selective se fait k partir d'un 

aliquote de la premiere amplification dilute au 1/30 en 

utilisant des amorces ayant 3 nucleotides sfilectifs k 

l'extr&nitS 3 1 , et en marquant l f une des amorces pour 

reveler les bandes sur un film autoradiographique. 

On utilise les couples d 1 amorces suivants : 

E-AAC/M-CAG 

E-ACC/M-CAG 

E-AGC/M-CAG, 

dans lesquels 

E rSpond k la s§quence 
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GAC TQC GTA CCA ATT C (SEQ ID N°l) , et 
M Sl la sequence 

GAT GAG TCC TGA GTA A (SEQ ID N° 2) . 

La temperature d 1 hybridation est diminu€e de 0,7°C par 
cycle, pendant les 11 cycles suivants : 
20 derniers cycles dSnaturation : 30 sec a 90°C 

hybridation : 30 sec & 56 P C 
elongation : 1 min 4 72°C 

On procede au marquage de 1' amorce EcoRI (rameni & un 
tube de O, 5 ill) : 

- 0,18 pi de l 1 amorce EcoRI (5ng) " 
0,1 pi de y 33 P ATP (10 mCu/pl) 
0,05 pi de tampon kinase 10 X 
0,02 pi (0,2U) de T4 polymerase kinase (10U//il) 
0,15 pi de H 2 0. 

La reaction de marquage se fait & 37°C pendant 1 
heure et est arritee par 10 minutes at 70°C, 

C2 - Reaction d 1 amplification specif ique 
(20 til) : 

0,5 ill d 1 amorce EcoRI marquee 

5 pi du milieu rfiactionnel de prS-anrplif ication, 
diluS au 1/30, 

0,3 pi d 1 amorce Msel (100 ng//il) 
0,8 ill de melange de nucleotides 5 mM 
2 pi de tampon 10 X Promega 
2 pi de MgCl a 25 mM 

0,1 fil (0,5 U) de Taq polymerase (5 U/pl) 
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9,3 Ml <*e H a 0. 

Les caract§ristiques de 1 'amplification sont les suivantes 

32 cycles avec 
. pour le premier cycle : 

dfinaturation : 30 sec k 94 °C 

hybridation : 30 sec a 65 °C 

Elongation : 1 min k 72 °C 
. les 11 cycles suivants : les memes conditions que 
prfic^demment, avec diminution k chaque cycle de 0,7°C de la 
temperature d 1 hybridation ; et pour 
. les 20 derniers cycles : 

dinaturation : 30 sec k 90°C 

hybridation : 30 sec k 56 °C 

Elongation : 1 min k 72 °C 
d - Electrophor&se et Autoradiographie 

A la fin de la reaction d 1 amplification, 20 fil de 
tampon de charge sont ajoutgs (98 % de formamide, 0,005 % 
de xylSne cyanol et 0,005 % de bleu de bromophgnol) . Les 
produits d 1 amplification sont siparSs par Sleet rophorSse 
sur gel de polyacrylamide dSnaturant (6 % d'acrylamide, 8 M 
d'uree) avec un tampon de migration TBE (Tris 18 mM, EDTA 
0,4 mM, acide borique 18 mM, pH 8,0) pendant 3 heures de 
migration k puissance de 50 watts. AprSs migration, le gel 
est fixe dans une solution IV d' acide acetique/2V d'^thanol 
absolu pendant 20 minutes. Le gel est transfers sur un 
papier Wattman 3M et s§ch§ pendant 45 minutes 4 80°C avec 
un secheur de gel. Le gel est plac6 dans une cassette avec 
un film ultrasensible. L 1 autoradiographie est r6vS16e aprSs 
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deux jours d 1 exposition. La comparaison des profils obtenus 
chez les parents et les pools de plantes sensibles ou 
r§sistantes pertnet d 1 identifier des bandes pr^sentes dans 
l'un des pools, mais absentee dans l 1 autre. Ces bandes 
candidates au marquage de la resistance sont ensuite 
verifiSes individuellement sur chacune des plantes 
composant les pools d'ADN. 
e - Rfisultats 

L'fitude des rfisultats obtenus montre que les deux 
marqueurs appelSs Ml et M2 sont presents chez le parent 
sensible (IR64) ainsi que dans toutes les plantes F2 (IR64 
x Gigante) composant le pool de plantes sensibles, alors 
que cette bande est absente chez le parent resistant 
(Gigante) et qu'un seul individu du pool resistant 
manifeste cette bande. Le m&ae type de variation est 
observg dans le recroisement (IR64 x Tog5681) x Tog5681. 
Les autres marqueurs identifies dans cette analyse (M3 k 
M6) montrent aussi la ra&ne variation: 

- presence des bandes chez le parent sensible et le 
pool des plantes sensibles F2 (IR64 x Gigante) ainsi que 
les plantes sensibles du recroisement (IR64 x Tog5681) x 
Tog5681. 

- absence de bande chez les parents resistants Gigante 
et Tog568i, chez le pool des plantes rSsistantes F2 (XR64 x 
Gigante) et chez les plantes resist antes du recroisement 
(IR64 X Tog5681) x Tog5681. 
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Les donnees de segregation entre les raarqueurs AFLP Ml 
k M6 et le locus de resistance pour les pools F2 (IR64 x 
Gigante) et le backcross interspScif ique (IR64 x Tog5681) x 
Tog5681 sont rgsumees dans les tableaux 4 et 5. L' analyse 
des donnees de aggregation et des rares recombinants 
observes dans les deux croisements permet d'evaluer les 
taux de recombinaison entre ces diffgrents marqueurs et le 
locus de resistance. En particulier, les marqueurs Ml d'une 
part et les marqueurs M2 & M6 d' autre part dgterminent un 
segment infgrieur & 10-15 cM portant le locus de 
resistance. Ml et M2 sont ainsi k moins de 5*10 cM et 
placgs de part et d' autre de ce locus. 
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Resistance / Marcueur M i 


Numbrc d*tnc!mdus observes 


Pnenot>pc 


Resistant Sensible 


Genotype resistance R Y.M V 
Marqueur A5LP 


(t'33 (t 33 # # 



Pool f 2 resistant (lR6*ixgigar.ti) 10 * I 

Pool F2 sensible |(R6*i xgigmtel ... 0 10 

BackcfOSjimerspecitiqueTogicll HI- 0 3 



Resistance / Marqueur M2. Mj. W. Mo Ncncre a'indhidus observes 



Pncnotypc Resistant Sensible 



Genotype resistance RYMV t{ / xx u & f t [, (( .y 

MarqueurAFLP V- -/ V- -/- */ 



Pool F2 rcsisianc .x gigsnts) 
Pool F2 sensible {IR6-4 x gigance) 
Sackcross imcrscccirlque Tog563l 


II . 0 
10 2 


0 10 
0 3 . 




Resistance / Ma/queur M5 


Nccbre CindiviCus obser.-es 


Phenocype 


Resiscar.: 


Sensible 


Genotype resistance RYMV 
Ma/cueurA5L? 




/; it .': 


Pooi F2 resisanc ((RaJ- ,x i irate) 
Pool FZ sensible (IR$» x gigar.fi) 
Sackcross interssecifiqus Tog5c3! 


II - 0 

9 ; 


0 3 - 



Tableau a 5 ■ Tableaux de concingence entr; Its marcueurs A. 5 L? M I a Mo e: le locus c*e :isij;ar.t 
pour les pools F2 (IRc^ x Gigante) « le back cross intertcecirtque ((Ro«i x Teg5o3l> x Tsg*c3l. 
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Marqueur Mlf'Maqwuis MI. M2. \U. M6NV)ifito*ifldi*ulus oirtcr.es 



Gcnccype M I 

Genocyj?,: M2. Mj. MA tM6 



Pool F2 resistaflc (tR6a .x gigance) 0 I 

Pool F2 sensible I lR$a x gipr.«) (0 0 

Bawkcross imenoectfiq ue Tog5c3 1 111 



0 10 
0 0 
2 II 



Marqueur M l/Marqueur M5 



N'ofRcrs i't-civtdus observes 



Genotype M I 
Genocyse MS 



Pool el f«isanc ( IR64 x gijanie) 0 1 0 10 

Pool F2 sensible ({R54 x gigjtici) 10 0 0 0 

Backcross incef3?ec::"qu<Tog563l II Z 3 10 



Maniueur MiAlarqusurs M2. Mj. Ma. M6Ncrr.c« a"l.-.C*i vices observes 



Cenocyce MJ 

Gcnocyce M2, Mj. M4, M6 



Pool F"Z r«jsur.c(IRS«i xgignci) 0 0 

Pool r2 sensible ((RSaxgiginc-} 10 0 

Bacfccross incerssesic'cutf Teglc3l i 3 I 



• 1 0 oaoccrcss :r.:crscee:fk« 7o j;63 i 



' J» *; SCO: i 



1 1 
0 



Tableau a 6 Tableaux tt C3-ftnger.ee cbcc.-.us r/ec lis .T.ar:ueurs .---t? M ! i Mo :ar.s its rcc.s . : 
HR6a x Gigar.cO ic cackcrcss incerspsciflq-.e (IRS a c 7cg<*33 \\ x T^JcS I 



Tableau 3 
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Exemple 5 : Isolentent du marqeur Ml 

Une nouvelle amplification, avec le m€me couple 
d' amorces, a StS r§alis6e, suivie d«une migration sur gel 
de polyacrylamide dans les m€mes conditions que celles 
SnoncSes ci-dessus. La relation a 6t6 faite par une 
coloration au nitrate d' argent, avec le kit silver staining 
(Promega) , pour visualiser directement les bandes sur le 
gel. Aprfis relation, la bande Ml a St§ excis§e du gel, 
puis l'ADN a §t6 6lu§ dans 50 /il d'eau k 4°C pendant une 
nuit, 

Un aliquot de 5 jil a 6t6 prSlevfi et rSamplifiS 
avec les memes couples d' amorces avec un marquage au p33. 

Le produit d' amplification a €t§ sSparg a nouveau 
sur gel d'acrylamide dSnaturant k 6%, et compare aux 
parents et aux pools sensibles et r€sistants. La piste 
correspondant & ce produit d' amplification montre une seule 
bande de 510 pb migrant exactement au mfime niveau que la 
bande d'origine qui avait 6te excisfie. Un autre aliquot de 
5 /il a 6t€ €galement amplifi6 avec les m&nes amorces et a 
6tS sSparS sur gel d' agarose & 1,8%. La bande correspondant 
a la taille attendue (BlOpb) a £t§ k nouveau excisSe et 
purifiee avec un kit gene clean (Promega) . 

Exemple 6 : Clonage et SSquengage du Marqueur Ml 
. clonage 
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3 fil du produit de purification ont 6tfi utilises 
pour une reaction de clonage pendant une nuit Sl 37°C. 

3 fil de produit de purification 
1 jtl de vecteur PGEMTeasy 

1 /xl de T4 Tampon ligase 10 X 
1 jil de T4 DNA Ligase 

4 /il de H2O 

La transformation a §t6 r€alisee avec la souche 
E. Coli JM109 en ajoutant 5 pi du produit de clonage & 100 
/xl de cellules compfitentes de E. Coli JM109. Une preculture 
a §te realisee sur milieu de culture LB pendant 1 heure, a 
37 °C. Ensuite les bactSries ont €t§ £tal£ea sur boite de 
PStri contenant de 1'agar & 1/1000 d'ampicilline. 50 fil 
d'IPTG-XGal sont ajoutes juste avant l'fetalement des 
bactfiries pour sfelectionner les bactfiries transf ormfies . Une 
colonie blanche (transf ormee) a 6t§ s§lectionn6e et remise 
en culture dans les memes conditions (Agar plus 
ampicilline) • 

A partir de cette culture, une mini -preparation 
d'ADN plasmidique a 6t§ r€alis£e avec le ,kit Wizard plus 
(Promega) . L'ADN plasmidique contenant 1 # insert a €t€ 
dig6r£ avec 1' enzyme EcoRI pour verifier la presence du 
marqueur Ml. Un gel d' agarose & 1,8% a permis de verifier 
la presence de la bande de 3 kb correspondant au plasmide 
et de la bande de 510 pb corespondant au marqueur Ml (photo 
1). 



. SSquencage 
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La sequence de 1' insert (SEQ ID N° 3) est la 
suivante (5 r , 3') : 

SEQ ID N° 3 

20 30 40 50 60 70 

GTGCTTGCTTATAGCACTACAGGAGA 

GGTTCAACGTCGGAGAAACAGGCTGCGACGGGCAGCAAGGTGC CGGCGGCGGATCGGAG 

G^GGAAAAGGAGGAAATCGAA QTTATGCTO 

AGGAGGATGTGGAATTGGAGGAAGATCTAGAGGAGCTT^ 

GCCCTAGCCACAGTTCATACGAAGCGATCGTTTAG 

GCGCTCAGCATGGAACTGCGCGAAAGAAGTAGATTTCAGAGCAATGAAA 

TCTCGATCCAATTCAATTGTTTGGGK3^ 

ACCTTTCGAGGATGTTCGGTGCTCCTCGCAGAATATGAT GGCTGGTCCAAGAOT 

Les sequences correspondant aux amorces utilisfies 
pour les amplifications APLP ont 6tS retrouvSes et montrent 
que la bande correspond k un fragment de restriction (EcoRI 
- Msel) . 

En deduisant les sequences correspondant aux 
amorces, la taille rfielle du fragment d'ADN de riz clong 
est de 471 pb. 

L' utilisation des diff 6 rents couples d 1 amorces 
(1-3), (1-4), (1-5) d'une part et (2-3), (2-4), (2-5) 
d' autre part permet de valider le clonage de la bande AFLP 
Ml. L 1 amplification de l'ADN des variStfis utilisSes dans 
les croisements avec ces amorces ne montre qu'une seule 
bande. Le fragment correspondant k la varifitS Tog56581 est 
un peu plus important que celui des autres vari6t6s (fig. 
2) . 



Feuille rectifiee 

32 

Exemple 7 : Transformation de la sequence Ml en 
marqueur polymorphe 

Un polymorph! sme pour le marque ur Ml a €t& 
d§termin6 entre les parents de la population haploide 
doublee (IR64 x Azucena) • Cette population compte plus de 
300 marqueurs rSpartis sur les 12 chromosomes du riz. Four 
cela, on s'est appuye sur les sites de restriction de la 
sequence du marqueur Ml d§termin6e sur le parent IR64 (fig. 
3) . Les amorces (1-3) , (1-4) et (1-5) ont 6t6 utilises pour 
amplifier l'ADN des parents des croisements qui a ensuite 
6t€ dig€r€ par des enzymes de restriction. Le site de 
restriction Hpall/Mspl lib&re un fragment de 86 pb lorsque 
1' amorce 1 est utilisfie. Ce site est absent chez les 
vari€t6s Gigante et Azucena. (fig. 4) . 

Le marqueur a Stg testfi sur les individus F2 du 
pool sensible et du pool rfisistant du croisement (IR64 x 
Gigante) . Tous les individus resistants ont le prof il de la 
variete Gigante (absence du marqueur AFLP Ml associ€e & 
1' absence du site de restriction Hpall/Mspl) k 1" exception 
de l'individu (5.11). Les individus sensibles presentent le 
site de restriction Hpall/Mspl & I'etat homozygote comme la 
vari£t£ IR64 i. I 1 exception de deux individus heterozygotes 
qui sont recombines (fig. 5) . 

La sequence du marqueur Ml que l'on peut 
amplifier par des amorces spScif iques correspond bien au 
marqueur AFLP Ml. La digestion par 1 1 enzyme Hpall/Mspl 
permet de distinguer I'allSle venant du parent sensible 
(IR64) du parent resistant (Gigante) . 
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Ces nouvelles donn6es permettent de conforter la 
position du locus de resistance entre les marqueurs Ml et 
M2 et d'estimer les taux de recombinaison k 0,065 ± 0,045 
pour la distance entre Ml et le locus de resistance et 0,11 
± 0,047 pour la distance entre les marqueurs Ml et M2. 

Exemple 8 : Cartographie du marqueur Ml 

Soixante individus de la population (IR 64 x 
Azucena) ont ete passes pour le marqueur Ml : amplification 
avec les amorces (1-3) et digestion par I'enzyme 
Hpall/Mspl, suivie d f une separation des fragments sur un 
gel d' agarose k 2,5 %. La segregation du marqueur Ml est 
sans distorsion (fig. 6) . Les rfisultats permettent de 
cartographier le marqueur Ml en utilisant un logiciel de 
cartographie (Mapmaker V3), qui permet de placer le 
marqueur Ml sur le chromosome 4 entre les marqueurs RG 163 
et RG 214 (fig. 7) . Cet intervalle repr§sente la zone oil se 
situe le locus de resistance au RYMV. 

Exemple 9 : Marquage du locus de resistance de la 
variete Tog5681 

La presence du site de restriction Hpall/Mspl 
dans la variete Tog5681 ne permet pas d'utiliser la 
strategic de 1' exemple 8 pour verifier que le marqueur Ml 
est aussi un marqueur de la resistance provenant de 
Tog5681. Aussi, les 4 varietes Azucena, Gigante, IR64 et 
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Tog5681 ont ete digerSes avec 12 enzymes de restriction 
(BamHI, Bg/II, Dral, EcoRI, EcoRV, Hindlll, Apal, Kpnl, 
PstI, Seal, Xbal, HaelZI) pour identifier un polymorphisrae 
de restriction en utilisant la sequence d'ADN du marqueur 
Ml contme sonde. L 1 enzyme Seal permet d 1 identifier un 
polymorphisme entre IR64 et Tog5681 (fig. 8) . Ce 
polymorphisme a ete utilise pour valider le marqueur Ml sur 
un recroisement (IR64 x Tog5681) x IR64 en segregation pour 
la resistance. 5 individus sensibles de ce recroisement ont 
ete testes et montrent tous la bande caractfiristique 
d , lR64. Les 9 individus resistants ne montrent que la bande 
de Tog568l k l 1 exception d»un seul qui est recombinant 
(fig. 9) . Le polymorphisme de restriction mis en evidence 
par 1* enzyme Seal en utilisant le marqueur Ml comme sonde 
est done bien lie au locus de resistance de Tog5681. 
L 1 analyse genfitique et 1 1 idendif ication de marqueurs de 
resistance sont coherentes pour considerer que le marqueur 
Ml cartographie bien le mSme locus de resistance chez les 
deux varietes Gigante et Tog5681. 

Exemple 10 : Transfert de la resistance assitee 
par la marqueur Ml. 

On notera que pour la validation des marqueurs de 
resistance en selection, on utilisera egalement 
avantageusement le materiel resultant des recroisements 
d'une variete resistante telle que la variete Gigante avec 
IR64 afin d'introduire la resistance dans cette variete. Un 
tel materiel peut correspondre Sl differents stades de 
recroisement. On dispose par exemple du stade BC2 (87,5% 
theorique du genome du parent recurrent IR64) , mais qui 
comport e le fragment de chromosome de Gigante port ant la 
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resistance au virus. A chaque generation de recroisement, 
la presence du gSne a £t€ verifiee par une Evaluation de la 
segregation de la resistance dans la descendance en 
autofecondation. Le contrdle des margueurs sur les 
recroisements et leurs descendances permet d'fiprouver la 
valeur predictive de la resistance par la presence du 
fragment de chromosome portant le gSne de resistance. 
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REVENDICATIONS 



1/ ADNc capable de s'hybrider avec un clone BAC 
criblg a partir d'une banque constitute de fragments d'ADN 
de 100 a 150 Jcb d'une varifitS de riz telle que IR64, par 
exemple de banque BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) , 
ce clone BAC appartenant a un contig, ou ensemble de clones 
BAC chevauchant, de clones BAC renfermant les sequences 
d 1 ADN des marqueurs identifies k partir de riz grtce k un 
procSdfi comprenant 

- I 1 amplification selective de fragments d 1 ADN de 
riz d'une part d'individus rSsistants, d 1 autre part 
d'individus sensibles, descendant de vari6t§s parentales, 
ces fragments ayant 6tS prfialablement soumis k une £tape de 
digestion, puis de ligation pour fixer des adaptateurs 
complfiment aires d« amorces ayant, i leur extr&nitS, un ou 
plusieurs nucleotides specif iques, l'une des amorces du 
couple Stant marquee aux fins de rgvSlation, 

- la separation des produits d' amplification, par 
electrophor&se sur gel dans des conditions d&iaturantes, et 

- la comparaison des prof ils d'61ectrophorese 
obtenus avec des m61anges de fragments issus de descendants 
rfisistant s et des melanges issus de descendants sensibles, 
avec les fragments provenant des varietfis parentales, aux 
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fins d' identification de bandes dont le polymorphisme est 
gSnStiquement lie au locus de resistance, cette 
identification etant suivie le cas echeant, k titre de 
validation, d'une verification sur chacun des individus et 
du calcul du taux de recombinaison gSnStique entre le 
marqueur et le locus de resistance. 

2/ ADNc selon la revendication 1, caracterise en 
ce que lesdites bandes AFLP polymorphes sont specif iquement 
mises en evidence dans une variete sensible au RYMV, et 
dans la fraction de plantes sensibles issues du croisement 
de cette variete avec la vari6t6 resistante Gigante, 

3/ ADNc selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce que lesdites sequences d'ADN 
correspondant auxdites bandes polymorphes, portent le locus 
de resistance k RYMV et definissent un segment inf6rieur k 
lOcM. 

4/ ADNc selon la revendication 3, caracterise en 
ce que lesdites sequences d'ADN sont des fragments EcoRI- 
Msel. 

5/ ADNc selon la revendication 4, caracterise en 
ce que lesdits fragments ont une taille respectivement, de 
510 pb et de 140 pb en gel d'eiectrophorSse en conditions 
denaturantes . 

6/ ADNc selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que lesdits fragments d'ADN 
correspondent k des sequences d'ADN flanquant le locus de 
resistance et situes de part et d' autre de ce dernier, k 5- 
10 CM. 
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7/ ADNc selon la revendication 6, caracterise" en 
ce qu'on utilise une sequence d'ADN rSpondant a SEQ ID N° 
3. 



1 



LISTE DE SEQUENCES 

<110> I.R.D. 



<120> MOYENS POUR L' IDENTIFICATION DU LOCUS D'UN GENE MAJEUR 
DE LA RESISTANCE AU VIRUS DE LA PANACHURE JAUNE DU RIZ 
ET LEURS APPLICATIONS . 

<130> CP/VB 966 

<140> 
<141> 

<160> 8 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 16 
<212> ADN 
<213> nucleotide 

<400> 1 

gactgcgatc caattc 16 

<210> 2 - 

<211> 16 

<212> ADN 

<213> nucleotide 

<400> 2 

gatgagtcct gagtaa 16 

<210> 3 
<211> 471 
<212> ADN 
<213> nucleotide 

<400> 3 

gtgcttgctt atagcactac aggagaagga aggggaacac aacagccatg gcgagcgaag 60 
gttcaacgtc ggagaaacag gctgcgacgg gcagcaaggt gccggcggcg gatcggagga 120 
aggaaaagga ggaaatcgaa gttatgctgg aggggcttga cctaagggca gatgaggagg 180 
aggatgtgga attggaggaa gatctagagg agcttgaggc agatgcaaga tggctagccc 240 
tagccacagt tcatacgaag cgatcgttta gtcaaggggc tttctttggg agtatgcgct 300 
cagcatggaa ctgcgcgaaa gaagtagatt tcagagcaat gaaagacaat ctgttctcga 360 
tccaattcaa ttgtttgggg gattgggaac gagttatgaa tgaaggtcca tggacctttc 420 
gaggatgttc ggtgctcctc gcagaatatg atggctggtc caagattgaa t 471 

<210> 4 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> nucleotide 

<400> 4 

aggaagggga acacaacagc c 21 

<210> 5 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> nucleotide 



<400> 5 

ttatgctgga ggggcttgac c 

<210> 6 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> nucleotide 

<400> 6 

gcagttccat gctgagcgca t 

<210> 7 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> nucleotide 

<400> 7 

ccgaacatcc tcgaaaggtc c 

<210> 8 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> nucleotide 

<400> 8 

tcatattctg cgaggagcac c 
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